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RESUMO 
A leishmaniose é uma antropozoonose que possui diferentes manifestações 
clinicas, sendo transmitida durante o repasto sanguíneo de flebotomíneos e causada 
por várias espécies de parasitos do gênero Leishmania. Esta doença causa grandes 
agravos na saúde humana em escala global, com altas taxas de mortalidade 
anualmente. Inúmeros fatores de risco impulsionam a transmissão do parasito para 
áreas anteriormente não endêmicas provocados tanto pelo ser humano quanto por 
variações naturais do ambiente. O controle da leishmaniose visceral (LV) no Brasil se 
faz por meio da detecção e eliminação dos reservatórios da doença, controle das 
populações de vetor, prevenção do contato com vetores infectados e tratamento dos 
casos humanos. No entanto, essas medidas são aplicadas frequentemente de forma 
isolada e tem-se mostrado limitadas. Como consequência, observa-se a manutenção 
ou mesmo expansão da LV para áreas onde sua ocorrência não era registrada. Nesse 
contexto, medidas que visem à redução da transmissão e suas aplicações de forma 
integrada são de fundamental importância, tais como o diagnóstico precoce e com alta 
sensibilidade dos humanos e dos cães infectados, tratamento eficaz e o emprego de 
vacinas. O diagnóstico tradicional da LV é baseado na presença de anticorpos anti-
Leishmania e o padrão-ouro é a visualização de formas amastigotas do parasito em 
amostras biológicas. No entanto, a introdução da vacinação de cães nos últimos anos 
gera a necessidade de novos métodos sorológicos capazes de diferenciar entre 
animais vacinados e infectados. Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a 
metalo-peptidase zinco dependente, Clã ME, Família M16 secretada de L. infantum 
como marcador para diagnóstico sorológico de LV. A análise in sílico revelou que a 
proteína teria 47,35% de resíduos de aminoácidos expondo sua superfície ao solvente 
e nestas áreas foram encontradas possíveis zonas para epitopos de células B, sítios 
de glicosilação e fosforilação. A expressão das proteínas em sistemas diferentes 
possibilitou avaliar a imunogenicidade das proteínas heterólogas com e sem 
modificações pós-traducionais contra soro de cães infectados e sadios. O resultado 
do ensaio de ELISA mostrou altos índices de anticorpos específicos contra as 
proteínas heterólogas e a comparação dos resultados indicou que a proteína 
heteróloga expressa em modelo procarioto identificou todos os animais infectados nas 
diluições 1:50 e 1:100 de soro. Os dados estatísticos do teste t mostraram p value < 
0.01, dando credibilidade na hipótese de uso desta proteína em possível diagnóstico 
para LV. O estudo realizado apresenta informações relevantes sobre o uso da metalo-
peptidase estudada para que possa ser associada ao melhoramento do diagnóstico 
da LV. Testes para definição da sensibilidade e especifidade fazem-se necessários 
em futuros trabalhos. 




Leishmaniasis is a anthropozoonosis with different clinical manifestations, being 
transmitted by sandfly during blood feeding and caused by several species of parasites of 
the genus Leishmania. This disease causes major health problems on a global scale, with 
high mortality rates annually. Several risk factors drive the transmission of the parasite to 
areas not previously endemic due to man activities and by natural environmental 
variations. Control of visceral leishmaniasis (VL) in Brazil is made through the detection 
and elimination of disease reservoirs, control of vector populations, preventing contact with 
infected vectors and treatment of human cases. However, these measures are often 
applied in isolation and has shown limited efficacy. As a result, there is the maintenance 
or expansion of the VL to areas where their occurrence was not recorded. In this context, 
measures aimed to reduce transmission and its applications in an integrated manner are 
of fundamental importance, such as early diagnosis with high sensitivity of humans and 
infected dogs, effective treatment and the use of vaccines. Traditional diagnosis of VL is 
based on the presence of anti-Leishmania antibodies and the gold standard is the 
visualization of amastigote forms of the parasite in biological samples. However, the 
introduction of vaccination of dogs in recent years creates the need for new serological 
methods able to differentiate between vaccinated and infected animals. The objective of 
this study was to evaluate the metallo-peptidase zinc dependent Clan ME, M16 Family, 
secreted from L. infantum, as a marker for serological diagnosis of VL. In silico analysis 
revealed that the protein had 47.35% of amino acid residues exposed to the solvent, 
exhibiting on your surface areas for possible B cell epitopes, glycosylation and 
phosphorylation sites. The expression of proteins in different systems allowed to assess 
the immunogenicity of the heterologous proteins, with and without post-translational 
modifications, against sera from infected and healthy dogs. The results of the ELISA assay 
showed high levels of specific antibodies against heterologous proteins and the 
comparison of the results shows that heterologous protein expressed in a prokaryotic 
model was able to differentiate all infected animals at dilutions 1:50 and 1: 100 serum. 
Statistical analysis emphasize the potential of this protein to be used in diagnosis for VL. 
The study presents relevant information on the use of metallo-peptidase studied so it can 
be associated with the improvement of the diagnosis of VL. Tests to define the sensitivity 
and specificity are made necessary in future work. 
Keywords: Leishmania, leishmaniasis, metallo-peptidase, heterologous protein, 
diagnosis.  
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1.1. Leishmaniose  
As leishmanioses são um conjunto de doenças que acometem animais e 
humanos (antropozoonóticas) e causam diferentes manifestações clínicas causadas 
por parasitos protozoários intracelulares do gênero Leishmania. Estas doenças 
acometem 98 países em cinco continentes - África, Ásia, Europa e Américas – 
principalmente nas regiões tropicais e subtropicais (Smith e Peacock, 2007; Bhargava 
e Singh, 2012; WHO, 2016). Estima-se que pelo menos 20 espécies de Leishmania 
causem doenças em humanos, sendo transmitidas por inoculação durante o repasto 
sanguíneo de fêmeas infectadas de insetos do gênero Lutzomyia ou Phlebotomus 
(Ashford, 2000; Bhargava e Singh, 2012; Junior e cols, 2014). 
Um dos primeiros relatos clínicos sobre a leishmaniose data do ano de 1756, 
quando Alexander Russell descreveu os primeiros sinais clínicos da doença e a 
chamou de febre de Aleppo (Hide e cols, 2007; Dawit e cols, 2013). Os primeiros 
estudos relacionados com o parasito datam do final do século XIX com a publicação 
feita em 1885 por Cunningham sobre a morfologia de estranhos corpos encontrados 
em órgãos linfoides (Writh,1904) formas descritas hoje como amastigotas. Na virada 
do século XIX, muitos pesquisadores, de maneira independente, estavam envolvidos 
na pesquisa do parasito que causa a leishmaniose (WHO 2010). 
No ano de 1900, William Leishman encontrou o parasito em material de 
necropsia de esfregaço do baço de um soldado que faleceu na Inglaterra de febre 
Dum-Dum contraída em Calcutá e considerou-o uma forma evolutiva de 
tripanossomatídeo, relatando sua descoberta em 1903 (Leishman, 1903; Pai-Dhungat 
e Parikh, 2015). No mesmo ano, Charles Donovan relatou um organismo semelhante 
encontrado em punção de baço de um menino indiano com Kala-azar em Madras. 
Com isso, Leishman dividiu a descoberta com Donovan e essas formas parasitárias 
ficaram conhecidas como corpúsculos Leishman-Donovan (Pai-Dhungat e Parikh, 
2015). Ronald Ross sugeriu no mesmo ano a alteração do nome dado a esses 
organismos por Laveran e Mesnil, em 1903, de Piroplasma donovani para Leishmania 




Rogers mostrou que as formas flageladas se desenvolviam em culturas, e 
Adler e Ber demonstraram que formas promastigotas de Leishmania major 
desenvolviam-se em flebotomíneos do gênero Phlebotomus e que a picada do inseto 
transmitia a doença ao homem (Rogers, 1904 Adler e Ber 1941). 
 
1.2.  Epidemiologia 
As leishmanioses são doenças negligenciadas que acometem principalmente 
regiões tropicais e possuem diferentes formas clinicas, sendo classificadas de modo 
geral como: leishmaniose visceral (LV), comumente referida como Calazar, e 
leishmaniose tegumentar (LT). Estas doenças causam problemas na saúde humana 
em escala global com uma estimativa de 350 milhões de indivíduos em risco de 
contrair leishmanioses e com aproximadamente 20 milhões de pessoas infectadas no 
mundo. São estimados 1,3 milhões de novos casos a cada ano, dos quais 1 milhão 
da forma tegumentar e 0,3 milhões da forma visceral da doença com um índice de 
mortalidade entre 20.000 e 40.000 mortes por ano. (Wijeyaratne e cols, 1994; 
Bhargava e Singh, 2012; Duthie e cols, 2012; WHO, 2016).  
No Brasil, a LV e LT inicialmente tinham um caráter eminentemente rural, 
contudo, vieram se expandindo para as áreas urbanas de médio e grande porte (MDS, 
2007;2014). Alguns fatores de risco para o aumento de casos podem ser provocados 
pelo ser humano como, por exemplo, migração, deflorestação, urbanização ou por 
mudanças na suscetibilidade do hospedeiro a infecção que podem ocorrer em casos 
de imunodepressão e subnutrição. Contudo, outros fatores estão associados a 
mudanças ambientais sem interferência do ser humano, estas alterações incluem 
mudanças na temperatura, precipitação e umidade que podem ter fortes efeitos sobre 
vetores e reservatórios, alterando sua distribuição, sobrevivência e o tamanho da 
população (Ashford, 2000; WHO 2016). Variações de origem natural podem ainda ter 
efeito sobre o ciclo de desenvolvimento de formas promastigota de Leishmania em 
flebotomíneos, as quais permitiriam a transmissão do parasito em áreas anteriormente 
não endêmicas para a doença (Ashford, 2000).  
Segundo o Ministério da Saúde (MDS), o número de casos registrados de LT 
no Brasil, entre os anos 1985-2005, apontaram uma média anual de 25.568 casos. Os 
casos de LV notificados, entre os anos 1984-2002, somaram 48.455 casos. A maioria 
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dos casos de leishmaniose foram oriundos das regiões Norte e Nordeste do país 
(MDS, 2007;2014). 
No Distrito Federal (DF) há evidências de transmissão autóctone de LT desde 
1980, quando o primeiro caso em criança de 2 anos foi relatado. De acordo com os 
dados do Ministério da Saúde, o número de casos de LT notificados, entre os anos de 
2004-2014, somaram 397 casos humanos (MDS, 2016a). Os casos relatados de LV, 
durante os anos de 2004-2014, apontaram 68 casos em humanos e cerca de 590 
casos positivos em cães notificados no ano de 2013 (Herenio e cols, 2014; MDS, 
2016b). 
 
1.3. Manifestações Clínicas 
1.3.1 Leishmaniose Tegumentar (LT)  
A LT, também conhecida como leishmaniose dermotrópica/mucotrópica, 
caracteriza-se por afetar principalmente a estrutura da pele e, excepcionalmente, das 
mucosas das vias aéreas superiores, sendo reconhecidas clinicamente: a 
leishmaniose cutânea localizada (LC), da qual pode evoluir para leishmaniose cutânea 
disseminada (LCLD), leishmaniose cutânea difusa (LCD) e leishmaniose mucosa (LM) 
(Altamirano-Enciso e cols 2003; Desjeux, 2004; Hashiguchi e cols, 2016).  
 
1.3.1.1 Leishmaniose Cutâneo Localizada (LC)  
A LC (Figura 1A), também conhecida como botão do oriente, manifesta-se 
normalmente nas regiões da face, braços, mãos e pernas por serem áreas expostas 
e acessíveis ao flebotomineo. As leishmanias multiplicam-se nos macrófagos dermais 
próximos a área da picada feita pelo flebotomíneo, a lesão aparece inicialmente como 
uma persistência da picada do inseto e gradualmente aumentam o tamanho, tomando 
uma coloração avermelhada, mas sem dor ou calor notáveis na mesma (Ashford, 
2000; Davidson, 2005; Neuber, 2008; Bhargava e Singh, 2010). A resolução da lesão 
envolve a imigração de leucócitos, os quais isolam a área infectada, levando à necrose 
dos tecidos parasitados e a formação de um granuloma de cicatrização na superfície 
da lesão, assemelhando a um botão (Ashford, 2000; Bhargava e Singh, 2012). O 
tamanho da lesão e sua extensão e padrão variam de acordo com a espécies do 
parasito, de fatores genéticos do hospedeiro e da extensão da resposta imune. A cura 
espontânea da LC pode variar de 6-12 meses com sequelas resultantes do processo 
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imunológico que variam desde cicatrizes até a desfiguração da área (Neuber, 2008; 
Pace, 2014).  
 
 
Figura 1: Sinais clínicos da leishmaniose. A Lesão característica de LC. B Lesões características 
de LCD. C Lesão características der LM (evidenciada pela seta). D LV, sinais de hepatoespenomegalia. 
Fonte: Adaptado de Bifeld e Clos, 2015.  
 
Esse tipo de leishmaniose é causado comumente pelas espécies Leishmania 
tropica, L. major, L. aethiopica, L. mexicana, L. amazonensis, L. panamensis, L. 
guyanensis, L. peruviana e L. braziliensis, mas podem ser causadas por outras 
espécies de Leishmania que infectem humanos, sendo esta encontrada em vários 





Figura 2: Áreas endêmicas da leishmaniose cutânea no mundo. A Organização Mundial da Saúde 




1.3.1.2 Leishmaniose Mucosa (LM) 
A LM ocorre, na maioria dos casos, após a lesão inicial da forma LC, onde as 
formas parasitárias de Leishmania encontradas nas lesões cutâneas podem ser 
disseminadas por vias linfáticas ou sanguíneas ao longo de meses ou anos após a 
aparente resolução da lesão inicial para regiões muco-cutâneas do corpo (Figura 1C), 
comumente mucosas oronasais ou faríngeas (Ebrahm, 2000; Davidson, 2005; Fsadni 
e cols, 2007; Goto e Lindoso, 2010; Pace, 2014). A doença espalha-se, ao longo dos 
anos, de forma imprevisível para regiões da nasofaringe, palato, úvula, laringe e vias 
aéreas superiores e sua manifestação comprometem a função das áreas afetadas. Ao 
contrário da LC, as lesões decorridas da LM não se curam espontaneamente e geram 
mutilação dos tecidos ou sua destruição (Goto e Lindoso, 2010; Pace, 2014). Esta 
 6 
 
enfermidade esta correlacionada às formas parasitárias pertencentes ao complexo 
Leishmania braziliensis.  
 
1.3.1.3 Leishmaniose Cutâneo-Disseminada (LCLD) Bordeline  
A leishmaniose cutâneo-disseminada bordeline foi clinicamente descrita por 
Silveira (2004) a qual caracterizou sua patogenicidade em dois extremos, um polo de 
hipersensibilidade e um polo de hiposensibilidade. A doença é considerada uma forma 
indeterminada entre LC e LCD, possuindo um processo de disseminação rápido, que 
em poucos meses, uma centena de pápulas (lesões acneiformes) e/ou lesões 
cutâneas ulceradas podem ocorrer, essas lesões são dependentes das espécies que 
as causam (Silveira, 2004; Hashiguchi e cols, 2016).   
 
1.3.1.3 Leishmaniose Cutâneo Difusa (LCD) 
A LCD é manifestada, geralmente, através da ação de parasitos que 
normalmente causam a LC, formas amastigotas que persistem no tecido por anos, 
que podem estar associados à anergia ou falta de resposta imunológica (Ashford, 
2000). As lesões afetam somente a pele, iniciando-se como uma pápula não ulcerativa 
no local da inoculação (Figura 1B), entretanto, surgindo outras lesões semelhantes 
decorrentes da disseminação via sanguínea (Alrajhi 2003, WHO, 2016). É causada 
principalmente pela L. aethiopica na África e L. amazonensis na América do Sul e 
Central (Davidson, 2005). A leishmaniose dermal pós-calazar é uma forma de LCD 
que surge como sequela da leishmaniose visceral e que pode ocorrer após anos em 
indivíduos não-tratados, parcialmente tratados e em indivíduos considerados 
adequadamente tratados.  (Rathi e cols, 2005, WHO, 2016).  
 
1.3.2. Leishmaniose Visceral (LV)  
A LV é comumente conhecida como calazar, nome derivado de kala-azar, 
oriundo da India, é a forma mais severa das leishmanioses sendo uma doença 
conhecida pelo viscerotropismo do parasito ao fígado (Figura 1D), baço e medula 
óssea (Chappuis e cols, 2007; Clem, 2010). Na maioria dos casos, cerca de 90%, os 
indivíduos infectados são oriundos ou vivem em países endêmicos, como: Índia 
(especialmente Bihar), Bangladesh, Nepal, Brasil (norte e nordeste) e Sudão (WHO, 
2016) (Figura 3). No Brasil, a VL está presente nas cinco regiões, em 21 estados. 
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Dados do Ministério da Saúde reportam aproximadamente 2 a 3 mil novos casos por 
ano (Madalosso e cols, 2012).   
A LV é causada, principalmente, pelas espécies de Leishmania donovani na 
índia e na África, pela Leishmania infantum (sinônimo de L. chagasi) no Mediterrâneo, 
na China, na Europa, África (Norte), no continente americano, principalmente, no 
Brasil (Figura 3) (Pereira e cols, 2013; Silva Junior e cols, 2014, Das e cols, 2015). 
Contudo, algumas espécies de Leishmania responsáveis por causar leishmaniose 
visceral podem, também, causar LC. A LV é uma enfermidade crônica caracterizada 
pelos sintomas de febre, anemia, anorexia, deficiência de elementos celulares do 
sangue e hepatoesplenomegalia (Figura 2D) que, se não tratada adequadamente 
após o surgimento dos primeiros sintomas, pode levar o indivíduo ao óbito (Dayakar 
e cols, 2011; Silva Junior e cols, 2014).  
 
 
Figura 3: Áreas endêmicas da leishmaniose visceral no mundo. Dados da Organização Mundial 
de Saúde apontam o Brasil, Etiópia, Sudão, Índia e Bangladesh como países endêmicos de LV, com 
casos reportados sendo superiores ou iguais a 1000. Adaptado de WHO (2016). 
 
Este tipo de doença está emergindo como uma importante infecção oportunista 
entre os indivíduos com infecção pelo HIV. Como esperado, o parasito não se 
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comporta de uma forma clássica em hospedeiros imunossuprimidos, e a doença pode 
ocorrer em locais incomuns como intestino, pulmões e sistema nervoso central 
(Ebrahm, 2000; WHO, 2016). 
 
1.4. Agente Etiológico e Morfologia  
Os parasitos do gênero de Leishmania são pertencentes ao reino Protista, sub-
reino Protozoa, filo Sarcomastigophora, sub-filo Mastigophora, classe 
Zoomastigophora, ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae, sessão Salivaria, 
gênero Leishmania e, ainda, são divididos em dois subgêneros: Leishmania e Viannia 
(Lee, 2000; Lainson, 2010). Os parasitos que compõe o gênero Leishmania são 
similares morfologicamente apresentando formas amastigotas (flagelo não 
exteriorizado) e promastigota (flagelo exteriorizado) (Sehgal e cols, 2012). A forma 
promastigota é alongada com aparência fusiforme, mede de 12 a 20 μm e apresenta 
um flagelo livre e longo, emergindo do corpo do parasito na sua porção anterior. Esta 
forma desenvolve-se no interior do intestino do inseto vetor e é encontrada em 
diferentes formas de diferenciação (desenvolvimento) até atingir a forma infectante, 
conhecida como promastigota metacíclico (Waller e Mcconville, 2002; Ferreira, 2012; 
Dawit e cols, 2012).  A outra forma é conhecida como amastigota e caracteriza-se pelo 
aspecto oval ou esférico à microscopia óptica, mede cerca de 4 a 6 μm e comporta-
se como parasito intracelular obrigatório de fagócitos do hospedeiro vertebrado 




Figura 4: Agente etiológico da leishmaniose. A Formas promastigotas de Leishmania sp corados 
com Giemsa e observados com objetiva de 100X, destacando k = cinetoplasto. B Macrófagos oriundos 
de modelo murino infectados por L. major. k = cinetoplasto e n = núcleo do parasito. Adaptado de Bifeld 




1.5. Classificação Taxonômica  
Vários sistemas de classificações foram usados entre os anos de 1916 e 1987 
para classificar o gênero Leishmania. Estes sistemas culminaram na divisão do 
gênero Leishmania em dois subgêneros: Leishmania, presente no Velho e Novo 
Mundo, e Viannia, restrito ao Novo Mundo (Lainson, 2010). A classificação das 
espécies de Leishmania nos subgêneros foi realizada de acordo com o 
desenvolvimento do parasito no sistema digestório do hospedeiro invertebrado 
durante seu ciclo de vida (Figura 5). O subgênero Leishmania (Leishamania) 
compreende os parasitos que tem seu ciclo de vida limitada ao intestino médio e 
intestino anterior (desenvolvimento suprapilariano) do inseto hospedeiro (Ross, 1903, 
Laison, 2014). O subgênero Viannia é caraterizado pelos parasitos que tem seu 
desenvolvimento tanto na região do intestino médio e do intestino posterior 
(desenvolvimento peripilariano) (Lainson, 2010; WHO, 2010). 
 
Figura 5: Classificação das espécies de Leishmania conforme seu padrão de desenvolvimento no 
hospedeiro invertebrado.  
Seção HIPOPILARIANO: O desenvolvimento destes parasitos, encontrados apenas em lagartos do 
Velho Mundo, é restrita ao intestino posterior do inseto vetor. Transmissão via ingestão de insetos 
infectados por lagartos. 
Seção PERIPILARIANO: Desenvolvimento do intestino posterior é mantido, mas parasitos também 
migram para o intestino médio. A transmissão ocorre pela picada inseto vetor infectado. Encontrado 
em alguns lagartos do Velho Mundo. Também inclui espécies de parasitos Leishmania dentro do 
subgênero Viannia, que são restritos aos mamíferos do Novo Mundo. 
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Seção SUPRAPILARIANO: O desenvolvimento do parasito é restrito ao intestino médio e intestino 
anterior. A transmissão ocorre pela picada do inseto vetor infectado. Encontrado em mamíferos tanto 
do Velho Mundo e do Novo Mundo.  
Fonte: Adaptado de Laison 2014. 
 
 
 O ponto de partida para a atual classificação ocorreu no inicio de 1970 com o 
desenvolvimento da eletroforese de isoenzimas, a qual décadas mais tarde tornou-se 
padrão ouro para identificação e ainda permanece como uma técnica de referência 
para caracterização de parasitos (Akhoundi e cols, 2016). Entretanto, a variação 
enzimática de um determinado locus pode ser interpretada como uma mutação que 
ocorreu durante a evolução do parasito. Subsequentemente, as classificações 
filogenéticas revelaram relações parentais entre as diferentes espécies de 
Leishmania, tal como foi confirmado pelo uso de vários marcadores moleculares 
(Lainson, 2010; Akhoundi e cols, 2016).  
Em conclusão, os dados moleculares não condizem com o conceito de 
complexos de espécies estabelecidos por Laison e Shaw, sugerindo que a 
classificação seja revista. O continuo sequenciamento de genomas de Leishmanias e 
a análise de SNP (polimorfismo de nucleotídeo único), bem como análises mais 
profundas por tipagem de mutilocus por micro-satélites poderão contribuir para uma 
melhor classifificação do gênero Leishmania (Akhoundi e cols, 2016). 
 
 
1.6. Ciclo de Vida e Transmissão   
As leishmanias apresentam um ciclo de vida complexo, envolvendo passagem 
entre hospedeiro invertebrado e vertebrado (Bañuls e cols, 2007). O ciclo de vida 
inicia-se quando a fêmea do inseto-vetor parasitada realiza o repasto sanguíneo em 
um hospedeiro mamífero injetando formas infectantes do parasito (Figura 6) estas 
formas parasitárias não realizam divisão binária e são denominadas de promastigotas 
metacíclicas (Gossage e cols, 2003). As formas infectantes são fagocitadas 
rapidamente por vários tipos de células como, por exemplo, neutrófilos, macrófagos 
residentes nos tecidos, células dendríticas ou outras células mononucleadas. Dentro 
da célula hospedeira, os parasitos realizam uma mudança de forma de promastigota 
metacíclico para amastigota (Sehgal e cols, 2012). Esses amastigotas replicam-se 
dentro das células hospedeiras e, após sucessivas replicações, as células 
 11 
 
hospedeiras são rompidas liberando as formas amastigotas, permitindo a reinfecção 
dos fagócitos. O ciclo se completa quando fagócitos infectados são ingeridos por outro 
flebotomíneo durante repasto o sanguíneo e, em seguida, as formas amastigotas 
convertem-se em promastigotas no intestino médio do hospedeiro invertebrado 
(Waller e Mcconville, 2002; Sehgal e cols, 2012).  
 
 
Figura 6: Ciclo de vida da Leishmania no homem. Fonte: Foto retirada de CDC, 2016.  
 
1.7. Diagnóstico 
A complexidade e a variedade de sintomas da leishmaniose juntamente com 
a presença de indivíduos assintomáticos requerem um diagnóstico baseado na 
relação estrita dos resultados de testes laboratoriais em conjunto com dados clínicos 
e epidemiológicos (Grimaldi e Tesh, 1993; Boarino e cols, 2007; Goto e Lindoso, 2010; 
WHO, 2016). No entanto, um diagnóstico definitivo da doença exige a demonstração 
do parasito por meio de métodos de diagnóstico laboratorial, este pode ser realizado 
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de diferentes maneiras, tais como: (I) demonstração do parasito nos tecidos de 
relevância por histopatologia, cultura in vitro, ou inoculação em animal experimental; 
(II)  detecção de DNA do parasito em amostras de tecido; ou (III) imunodiagnóstico 
por detecção de antígeno do parasito em amostras de tecido, sangue, ou urina, por 
detecção de anticorpos específicos ou inespecíficos anti-Leishmania , ou por ensaio 
de imunidade mediada por células Leishmania-específicas (Pereira, 2013; Sakkas e 
cols, 2016). Entretanto, alguns métodos necessitam de condições especiais para 
serem realizados, os quais limitam a escolha do método em laboratórios de rotina 
(Sousa e cols, 2013; CDC, 2016). 
 
1.7.1. Demostração do parasito por histopatologia, cultura in vitro e inoculação em 
animal experimental 
A maioria dos métodos baseados na busca microscópica do agente etiológico, 
pela cultura do parasito ou pela inoculação em modelo animal experimental 
apresentam, relativamente, baixa sensibilidade e não identificam a espécie infectante 
(Tsukayama e cols 2013, de Ruiter e cols, 2014). A pesquisa direta do parasito e a 
histopatologia são considerados métodos com alta específidade, mas com baixa 
sensibilidade devido a distribuição não homogênea dos parasitos nos tecidos e ainda 
necessitam de profissionais experientes para coletar e preparar a amostra e avaliar a 
lâmina (Sousa e cols, 2013, Tsukayama e cols, 2013). Os métodos de inoculação em 
animais e cultura do parasito podem ser utilizados, porém, a inoculação em animais 
susceptíveis não tem valor prático no diagnóstico da doença devido ao seu tempo de 
positividade, que varia de 1-3 meses (MDS, 2006). Já a cultura do parasito estará 
sujeita a possibilidades de contaminação além das dificuldades de crescimento do 
parasito (MDS, 2006; Sarkari e cols, 2014).  
 
1.7.2. Diagnóstico molecular  
O diagnóstico molecular é realiado usando comumente o método de PCR, 
baseando-se na detecção do DNA do cinetoplasto (kDNA) do pasito presente em 
sangue periférico, fragmentos de lesões e de medula óssea, por meio do uso de 
primers específicos que apresentam elevadas sensibilidade e especificidade (Singh e 
Sundar, 2006). Porém, esse método necessita de ferramentas e reagentes específicos 
de alto custo para detectar determinado gene-alvo, para extração do DNA do material 
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biológico, que por muitas vezes, limitam sua aplicação em laboratórios de rotina 
(Almeida e cols, 2013). 
 
1.7.3. Diagnóstico sorológico 
Métodos de diagnóstico com base na resposta imune do hospedeiro são de 
extrema importância para auxiliar na elaboração do diagnóstico (Sousa e cols, 2013). 
A facilidade da padronização dos imunoensaios, da obtenção do material biológico 
(soro) do paciente e a disponibilidade de kits comerciais permitem uma fácil execução 
das técnicas a baixos custos. O ensaio de Imunoabsorbância enzimática (do inglês 
enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA) permite revelar imunocomplexos pela 
adição de um substrato cromógeno que reagirá com uma enzima covalentemente 
ligada a um anticorpo especifico, formando um produto colorido cujo grau de coloração 
pode ser medida por espectrofotometria (Pereira, 2013).  
O ELISA é usualmente aplicado para diagnosticar leishmaniose visceral (LV), 
apresentando maior sensibilidade para LV comparada a leishmaniose tegumentar (LT) 
(Goto e Lindoso, 2010; WHO, 2016). Os antígenos usados comumente para 
diagnóstico de leishmaniose no ELISA são os antígenos solúveis de Leishmania (do 
inglês Soluble Leishmania Antigens - SLA), contudo, mesmo que as técnicas de 
imunodiagnóstico que utilizam SLA apresentem alta sensibilidade, há problemas em 
sua especificidade, tais como: não conseguir distinguir a espécie de Leishmania e, 
comumente, está relacionado a reações cruzadas contra outros tripanosomatideos ou 
resultados falso positivos em cães vacinados (Sousa e cols, 2013; de Ruiter e cols, 
2014). Uma das alternativas para minimizar reações cruzadas e aumentar a 
sensibilidade e especifidade dos métodos de imunodiagnóstico é baseado no uso de 
proteínas recombinantes de Leishmania (Sousa e cols, 2013). 
Proteínas recombinantes de Leishamania tornaram-se alvos disponíveis para 
o diagnóstico sorológico, aumentando sua sensibilidade, espercificidade e com fácil 
padronização. Diversas proteínas recombinantes, entre elas k39, KMPII, 
Peroxidoxinas, LACK, histonas nucleossomais (H2A, H2B, H3 e H4) e proteínas de 
choque térmico (HSP60, 70 e 83) foram testadas para diagnóstico de leishmaniose e 
obtiveram resultados promissores para o desenvilvimento de kits de diagnóstico 
(Menezes-Sousa e cols, 2015). Contudo, a escolha do antígeno alvo é crucial para 
evitar reações cruzadas com outros organismos que apresentem proteínas ortólogas. 
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A análise in silico da proteína alvo deve ser realizada previamente objetivando 
verificar: I) proteínas ortólogas; II) possíveis regiões de epitopos de células B; III) 
possíveis modificações pós-traducionais. Depois de coletados e análisados esses 
dados, o antígeno alvo poderá ser testado in vitro (Carvalho e cols, 2011; Menezes-
Sousa e cols 2015).   
A análise de proteínas ortólogas podem indicar se uma proteína poderá 
apresentar reações cruzadas em testes sorológicos, devido a preservação de áreas 
com potencial antigênico que possam estimular o sistema imune ou quando feita para 
verificar se uma proteína do parasito possui ortologia com humanos ou cães, poderá 
haver a produção de clones autoreativos que poderão ser eliminados por mecanismos 
regulatórios do sistema imune (Carvalho e cols, 2011). A procura por possíveis alvos 
para diagnóstico deve levar em contar o quão imunogênico possa ser o antígeno afim 
de estimular o sistema imune que pode ter um efeito aumentado/dimunuido quando 
presente em sítios de glicosilações e fosforilações (Johnson L. N, 2009; Carvalho e 
cols, 2011; Chauhan e cols, 2013).  
 
1.8. Interação parasito-hospedeiro 
A coevolução dos hospedeiros e agentes patogênicos levou tanto ao 
desenvolvimento do sistema imune eucariótico para, entre outras funções, eliminar 
microrganismos invasores quanto à evolução de mecanismos específicos para os 
patógenos adentrarem as células eucarióticas contrariando as defesas do hospedeiro 
(Escoll e cols, 2015). Todos os hospedeiros mamíferos são alvos de infecção por 
vírus, bactérias, fungos e outras formas de patógenos. A relação parasito-hospedeiro 
é o fator mais importante para determinar se a infecção será bem-sucedida ou se será 
resolvida pelo hospedeiro. Vários mecanismos estão envolvidos nesta interação 
complexa e aspectos tanto do hospedeiro quanto do parasito são essenciais. Alguns 
parasitos desenvolveram mecanismos de evasão, tais como infecção e replicação 
intracelular, como no caso do gênero Leishmania e do parasito Trypanosoma cruzi 
(Morais e cols, 2015). 
O primeiro passo para a interação entre o hospedeiro e estes parasitos 
protozoários intracelulares é a ligação do parasito à célula hospedeira. Estes 
protozoários têm uma variedade de moléculas secretadas ou de superfície que são 
usadas para modular a resposta da célula e, desta maneira, adentrar na célula 
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hospedeira. Várias dessas moléculas estão envolvidas no desencadeamento de vias 
específicas de sinalização essenciais para a entrada do parasito e para sua 
sobrevivência intracelular (Morais e cols, 2015).  
Os constituintes presentes na membrana de superfície de promastigotas são 
foco de interesse para entender a modulação da resposta da célula hospedeira 
(Vergnes e cols, 2002; Spath e cols, 2003), e muitos destes - incluindo glicoproteínas, 
proteoglicanos e glicolípidios - foram caracterizados mostrando um papel de proteção 
para o parasito (Silverman, 2008). As principais moléculas de superfície/secretadas 
de Leishmania que podem participar nessa interação parasito-hospedeiro incluem: 
gp63, as proteases de superfície de promastigotas (PSP), proteofosfoglicanos (PPG) 
e proteínas ancoradas por glicofosfatidilinositol (GIPL). Estas moléculas estão 
presentes em grandes quantidades nas formas promastigotas e amastigotas (Vannier-
Santos e cols, 2002; Silverman e cols, 2008). 
Apesar do importante potencial de proteínas superficiais/secretadas em 
Leishmania spp. durante a infecção e interação com seus hospedeiros, apenas um 
pequeno número destas proteínas de Leishmania sp. foram examinadas e tiveram 
suas funções desvendadas na interação parasito-hospedeiro (Bates e cols, 1978; 
Shakarian e cols, 1998; Sereno e cols, 2005; Silverman e cols 2008;). Com isso, um 
grande número de proteínas secretadas de Leishmania poderiam ser candidatas a 
novos alvos de diagnóstico sorológico devido ao fato de estarem sendo liberadas 
durante a infecção e, assim, esses antigenos poderiam ser reconhecidas e 
internalizadas por células B. O antígeno se ligaria a IgM e IgD de membrana em 
células B naives, possibilitando que sejam ativadas e, logo, tornariam-se específicas 
para dado antígeno que, por consequinte, apresentariam o antígeno internalizado aos 
linfócitos T CD4 auxíliares que, por sua vez, estimulariam ou auxíliariam as células B 
a produzem anticorpos específicos contra este antígeno (Silverman e cols, 2008; 
Abbas e cols, 2011). Dentre as proteínas secretadas de Leishmania, foram 
identificadas peptidases que estariam sendo secretadas por vias não clássicas, em 
forma de microvesículas exossomais, estas proteínas poderiam ser usadas para 
desenvolver novos marcadores de diagnóstico para leishmaniose (Peacock e cols, 
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Anexo D: Mapa de restrição do sítio de clonagem do vetor pET-28ª (+) (NovaGen). 
 
